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Descrizione della Domanda di brevetto per invenzione industrials dal 
titolo: "Uso di esteri retinoid dell'acido iaiuronico in celluie staminali 
totipotenti." 

a nome di : COiiVIEX s.c.r.l. UNITED COIVIPANiES 

con sede in : REGGIO EMILIA 2003 ^ Q 0 0 Q ^ 3 

Inventori designati : PERBELLINI Alberto, VENTURA Carlo, 
MAIOLi Margherita 



CAMPO DELL'INVENZIONE 

II campo deli'invenzione § quello della preparazione di cellule staminali 
in vitro adatte per terapia cellulare. 
TECNICA ANTERIORE 

L'utllizzo dl cellule staminali si propone come uno strumento Innovativo 
per una serie di strategie di riparazione e ricostruzione tissutale, ad 
esempio per la riparazione o la ricostruzione del tessuto mlocardico 
danneggiato da infarto mlocardico o in seguito a cardiomiopatie 
ipertrofiche o dilatative su base congenita o acqulsita, associate a 
distruzione delle units contrattili cardiache: 1 cardiomiociti. 
Queste nuove strategie sono di estremo Interesse soprattutto nei paesi 
industrializzati dove le malattie cardiovascolari rappresentano una causa 
preponderante di mortality. 

I tentativi finora effettuati hanno riguardato I'lniezione diretta di cellule 
staminali ad uno stadio indifferenzlato nel tessuto cardlaco di topi o ratti 
sottoposti ad infarto sperimentale (Oriic D, et al. Nature. 2001 ;41 0:701- 
705.). Gran parte delle cellule Iniettate veniva ellminata da fenomeni 
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appptotici e soltanto una percentuale esigua viene ^'istruita" dal 
miocardio del ricevente a differenzfarsi In cardlomiociti embrionali, con 
meccanismi ancora non ben identificati. Con questa strategia, il 
differenziamento delle cellule staminali trapiantate In cardlomiociti deve 
awenire in vivo, nel miocardio del ricevente ed lia una resa bassissima, 
con scarsa riparazione del danno tissutale e minima ripresa funzlonale 
dal punto di vista emodinamico. 

In esperimenti condotti su modelli murini di scompenso cardiaco d stato 
invece dimostrato che i cardiomiociti gl^ differenziati da cellule staminali 
totipotent! e selezionati rispetto agli altri fenotipi cellulari mediante "gene 
trapping" sono in grade di soprawivere dopo il traplanto nel miocardio e 
di integrarsi stabilmente con il tessuto miocardico del ricevente (Klug IVIG 
at al J. Clin Invest. 1996;98:216-224.). 

I meccanismi di induzione del differenziamento cellulare sono tuttavia 
molto complessi e solo parzialmente delucidati. Essi, attraverso 
Tattlvazione dl un numero ristretto di fattorl dl trascrizione tessuto- 
specifici, sono In grado dl orchestrare proflll multipli di espressione 
gehica finalizzandoli alia specificazione deirarchitettura miocardica. 
Gil stessi autori della presente invenzione hanno contribuito a delucidare 
alcuni passaggi chiave della cardiogenesi, dimostrando come 
Tespressione del geni codificanti per i fattori di trascrizione GATA-4 ed 
Nkx-2.5 inducesse la comparsa del trascritti cardiospecifici a-myosin 
heavy chain (MHC) e myosin light chain 2-V (MLG) e dl un fenotipo 
miocardico In cellule embrionali staminali (Ventura C, Maioll M, Circ Res. 
2000;87:189-194). £ stato inoltre individuate un complesso sistema 
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endorflnergico In grado di innescare e orchestrare con meccanismi di 
tipb autocrine I' espressione di tali "geni architetti" della cardiogenesi 
(Ventura C, Maloli M. CircRes. 2000;87:189-194). 
In questo contesto, i procedlmenti in grado di indurre 11 differenziamento 
cellulare nelle cellule sjtaminali con precisione ed efficienza sono 
assolutamente desiderabili e si propongono come uno strumento 
Innovativo per una serie dl strategie di riparazione e ricostmzfone 
tissutale. 

La rasa del processo cardfogenetico in cellule staminali § infatU 
attualmente fortemente llmitata dal fatto che I'evoluzione verso il fenotipo 
miocardico rappresenta solo una piccola parte di tutti i posslbill 
orientamenti differenziativi a cul possono andare In contro tali cellule. In 
cellule staminali pluripotenti, dotate clod di una capacity differenziativa 
pill ristretta rispetto a quelle totipotenti, di derivazione embrionale, il 
processo della cardiogenesi pud essere indotto mediante 
dimetllsulfossldo (DMSO). Tuttavia, come riscontrato in cellule P19, linea 
dl cellule pluripotenti derivate da un carcinoma embrionale murino, non 
piO del 15-20% dl tall cellule si differenzia in cardlomlociti embrionall In 
presenza di DMSO (McBurney MVV, Jones-Villeneuve EMW, Edwards 
MKS. Anderson PJ. Nature. 1982;299:165-167). Inoltre il DMSO, In 
cellule staminali totipotenti (Xu C, Police S, Rao N, Carpenter MK. Ore 
Res. 2002;91:501-508), non d in grado dl produnre un aumento 
significativo della percentuale di cellule che si difTerenzIano in 
cardlomlociti. 

L'acido retinoico, un'aitra sostanza capace di agire come agente 
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differenziante In cellule staminall, promuove event! differenziativl divers! 
e variabili a seconda del tipo cellulare oggetto di studio, Inducendo un 
differenziamento neuronaie in cellule pluripotenti P19 (McBurney MW, et 
ai. Nature. 1982:299:165-167) e risultando capace di indunre il 
differenziamento cardiaco in alcune linee di cellule stamlnali (Wobus 
AM, et al. J Mol Cell Cardiol. 1997;29:1525-1539) ma privo dl azione 
cardiogenetica in cellule stamlnali totipotent! umane (Xu C, et at. C/rc 
f?es. 2002;91:501-508). 

Attualmente quindi, anche se alcuni meccanismi determinant! per la 
cardiogenesi si stanno chiarendo, nessuno del trattament! clinic! e 
farmacologic! al momento disponibili consente di sostituire la perdita di 
cardiomiocit! e quindi dl bloccare la progressione del danno miocardico 
VjBrso uno stato di scompenso cardiaco, che quindi rappresenta ancon 
un evento clinlcamente irreversibile in un numero consistente di pazier|^l^^ 
cardiopatici. 
SOiVIIVIARIO 

La presente invenzione riguarda i'uso di ester! iaiuronici dell'acido 
retinoico come agenti prodifferenzianti di cellule stamlnali. 
In particolare ess! sono In grado Inoltre di promuovere la comparsa d! un 
fenotipo miocardico caratterlzzato dalla presenza d! cardlomiocltl 
embrlonali dotati di attivita contrattile spontanea. 

Gli ester! dell'invenzione sono parzialmente o totalmente esterificat! con 
I'acldo retinoico. Quando Tacido iaiuronico non e totalmente esterificato 
con Tacido retinoico pu6 essere esterificato con altri acid! alcanoici a 
catena corta, ad esempio propanoico o butirrico, che e 11 preferito. 
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Gil esteri hanno inoltre preferibllmente un peso molecolare compreso tra 
10.000 e 30.000 Dalton: tale "peso molecolare" si Intende riferito al peso 
molecolare medio ponderale (MW) del solo acido iaiuronico, escludendo 
clog 11 contributo del residui butirrici e retinoid. 

E' state sorprendentemente osservato che gll esteri dell'acido retinoico 
hanno una capacity prodifferenziante su cellule staminali totipotent!, del 
tutto diversa da quella deH'acldo retinoico, in quanto sonb in grado dl 
differenziare in sense cardiogenetico le cellule staminali e di determinare 
sia la trascrizione dl un profilo di geni cardiogenetlcl (geni che 
precorrono o inducono la trascrizione del geni cardiospecifici) che di geni 
cardiospecifici veri e propri. 

Secondo un ulteriore aspetto, I'invenzione riguarda I'uso degli esteri 
iaiuronici dell'acido retinoico per aumentare I'efficienza del processo di 
induzione del fenotipo miocardico e per generare cardiomiocit! dl utilizzo 
per la terapia cellulare di ricostruzione in tutte le patologie associate alia 
distruzione delle unitd contrattili cardiache. 

In un suo aspetto ulteriore, I'invenzione riguarda inoltre I'uso degli esteri 
deirinvenzione per la preparazlone di famiaci per 11 trattamento e la 
prevenzione di danni del miocardio e nolle cardiopatle acute o 
congenite, in particolare per II trattamento dell'infarto del miocardio. 
In un suo ulteriore aspetto I'invenzione riguarda un procedimento per 
I'attivazione dei geni responsabiii della cardiogenesi in cellule staminali 
di mammifero, in particolare murine ed umane e quindl per la 
preparazione e I'Isolamento dl cellule staminali differenziate In senso 
cardiogenetico, estendosi alia preparazione di cardiomiociti in vitro. 

6 
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L'invenzione si estende indltre all'uso delle cellule Isolate, differenziate 
secondo Tlnvenzlone, per la messa a punto dei sistemi dl selezione In 
vitro dl farmaci per la modulazione della cardiogenesi. 
La presente Invenzlone comprende Infine un metodo terapeutico per II 
trattamento dello scompenso cardiaco dovuto a patologie acquisite 
(post-lnfartuale, lischemico, associate a danni valvolarl) o su base 
genetica (cardiomiopatie Ipertroflche o dilatative), o deH'infarto del 
miocardio. 

DESCRIZIONE DELLE FIGURE 

Figure 1. EffettI di HRE suir espressione di geni induttori della 
cardiogenesi in cellule embrionali stamtnalL 

Dope la rimozione del LIF, le cellule sono state trattate In.assenza (-) o 
in presenza (+) di esterl retinoici deiracido iaiuronico (0.75 mg/ml) per un 
periodo complessivo dl10 giomi. 

EBs: corpi embriodi dopo 5 giorni dalla rimozione del LIF (Leukemia 
Inhibitory Factor). P: cardiomiociti selezlonati con puromicina dopo 10 
giomI dalla rimozione del LIF. A, B, C, RNase protection delP mRNA di 
GATA-4, Nkx-2.5 e prodinorfina. A sinistra sono riportate le immaglnl 
autoradiografiche relative air espressione di ciascun trascritto. A destra 
viene mostrata V analisi quantitativa dei livelli di ciascun mRNA. 
* Differenze significative rispetto alle cellule non trattate. 
Figura 2. Effetto di HRE suir espressione dl genI cardlospecifici in 
cellule staminalL 

Dbpo la fimozfpne del LIF, le cellule sono state trattate in assenza (-) o 
in presenza , (+) di HRE-18 (0.75 mg/ml) per un periodo cx>mpIessivo di 
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10 glomi. La figura mostra un gel marcato con bromuro d' etidio relatlvo 
all' RT-PCR deir effetto prodotto da esteri retinoid dell'acldo laluronicx) 
suir espresslone dl "alpha myosin heavy chain" (MHC) e "myosin light 
chaln-2V (MLC) In corpi embrlodi (EBs) dopo 5 glorni dalla rimozlone del 
LIF e In cardlomlocltl selezionati con puromlclna (P) dopo 10 glomi dalla 
rimozione del LIF. In un gruppo dl esperimenti, le cellule staminall sono 
state trattate per 10 glomi con esteri retinoid dell'acldo laluronico (0.75 
mg/ml) in presenza dl cheleritrina 1 pM (Chel), specifico Inibitore della 
PKC. In queste cellule, I' anallsl dell' espresslone genica d state 
condotta su cardlomlocltl selezionati con puromlclna dopo 10 glorni dalla 
rimozione del LIF. 

Figura 3. Effetto dl HRE sulfa velocity di trascrfzlone del geni 
GATA-4 e Nkx-2.5. 

A,B, autoradiogrammi relatlvl a "nuclear run-off transcription" del gen! 
GATA-4 ed Nkx-2.5, rispettlvamente. Dopo la rimozione del LIF, le 
cellule sono state trattate in assenza (-) o in presenza (+) dl esteri 
retinoid dell'acldo laluronico (0.75 mg/ml) per un periodo complesslvo di 
10 giornL EBs, corpi embrlodi dopo 5 glorni dalla rimozione del LIF. P, 
cardiomiociti selezionati con puromlclna dopo 10 giorni dalla rimozione 
del LIF. In un gmppo dl esperimenti, le cellule stamlnali sono state 
trattate per 10 giorni con esteri retinoid deH'acldo iaiuronico (0.75 mg/ml) 
in presenza dl cheleritrina 1 pM (Chel), specifico inibitore della PKC. L'. 
analisi trascrizionale 6 stata quindi condotta In nuclei isolati da 
.cardiomiociti selezionati con puromodna dopo 10 glomi dalla rimozione 
del LIF. a, yislocitS di trascrlzione del geni GATA-4 o Nkx-2.5. b, velocity 
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di trascrizione del gene della ciclofilina, usato come controllo intemo. 
Figure 4. Effetto di HRE sulla velocity dl trascrizione del gene della 
prodinorfina. 

La figura mostra rautoradiogramma relative al "nuclear . run-off 
transcription" del gene. Dopo la rlmozlone del LIF, le cellule sono state 
trattate In assenza (t) o In presenza (+) di esterl retinoid deiracido 
iaiuronico (0.75 mg/ml) per un periodo complesslvo di 10 giorni. EBs, 
corpi embriodi dopo 5 giorni dalla rimozione del LIF. P, cardiomlociti 
selezionati con puromiclna dopo 10 giornl dalla rimozione del LIF. In un 
gruppo dl esperimenti, le cellule staminaii sono state trattate per 10 
giorni con esteri retinoici deiracido iaiuronico (0.75 mg/ml) in presenza dl 
cheleritrina 1 pM (Chel), speclfico inibitore della PKC. Uanalisi 
trascrizionale e stata quindi condotta in nuclei isolatl da cardiomlociti 
selezionati con puromoclna dopo 10 giorni dalla rimozione del LIF. a, 
velocita dl trascrizione del gene della prodinorfina. b, velocity di 
trascrizione del gene della ciclofilina, usato come controllo intemo. 
Figura 5. Effetto di HRE sulla resa del processo cardiogenetico in 
cellule staminaii. Dopo la rimozione del LIF (Day 0), le cellule GTR1 
sono statie coltivate in assenza (O) o in presenza di esteri retinoici 
deiracido iaiuronico (0.75 mg/ml) (•) o dl esteri misti dell' acido retlnoloo 
con laluronato e butirrato (♦) per un periodo complessivo di 10 giorni. II 
numero di colonie di cardtomiociti caratterizzate da attivitd contrattile 
spontanea e stato considerato come indice della specificazione dl un 
fenotipo- miocardico embrionale. * Significatlvamente diverso da (O); §, 
significatlvamente diverso da (•). 
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DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELLMNVENZIONE 

La presents invenzione riguarda I'uso di esteri iaiuronici dell'acido 
retinoico come agent! prodifferenzianti di cellule staminaii. 
Tali esteri hanno effetto sull'espressione di geni induttoii delta 
cardiogenesi e di geni cardiospecifici In cellule embrionali staminaii 
totlpotenti. Essi sono in grado Inoltre dl promuovere la comparsa di un 
fenotlpo miocardico caratterlzzato dalla presenza di cardiomiociti 
embrionali dotati di attlvitd contrattile spontanea, preferibilmente 
organizzati tridimensionalmente. 

Gil esteri aventi tale attivit^ sono esteri in cui i gmppi ossldrilici delle 
units monosaccaridiche deiracldo iaiuronico, sono parzialmente o 
totalmente esterificati con I'acido retinoico. II grado di sostituzione 
dell'acido retinoico in questi esteri e preferibilmente compreso tra 
0.00001 e 0.5 o, ancor pru preferibilmente tra 0.001 e 0.1, dove con 
grado di sostituzione (DS) viene indicate II numero di moil di acido 
retinoico per moll di polisaccaride. 

Quando I'acido Iaiuronico non 6 totalmente esterificato con I'acido 
retinoico pud essere esterificato con altri acidi alcanoici a catena corta, 
ad esempio propanoico o butirrico, che d il preferito. In questo caso 
speclfico, gli esteri misti preferiti sono esteri misti deH'acido iaiuronico 
con gli acidi retinoico e butirrico ed hanno preferibilmente un grado di 
sostituzione con acido butirrico compreso tra 0.05 e 1.0, un grado di 
sostituzione con acido retinoico compreso tra 0.002 e 0.1 ed un rapporto 
tra il grado di sostituzione con acido butirrico e quelle con acido retinoico 
(Ds AR/Ds AcBu), di almeno 6. 

10 
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Per "grado di sostituzlone" si Intende il numero dl ossldrlli esteriflcati per 
ognl units ripetitiva deH'acldo iaiuronico (dimero GlcNAc-GlcUA). 
Con il temnlne "acido. retinoico" o "(AR)" si Intendono tutte le forme 
Isomeriche in cui si presenta questo composto, quindi sia la forma 
naturale (con tutti I doppi legami in forma trans), che tutte le altre forme 
isomeriche possibili. 

Gli esteri hanno inoltre preferibilmente un peso molecolare compreso tra 
10.000 e 30.000 Dalton: tale "peso molecolare" si intende riferito al peso 
molecolare medio ponderale (MW) del solo acido iaiuronico, escludendo 
cio§ il contribute del residui butim'cf e retinoid. 

E' state sorprendentemente osservato che gll esteri dell'acido retinoico 
hanno una capacity prodifferenziante su cellule staminali totipotenti, del 
tutto diversa da quella dell'acido retinoico, in quanto sono in grado di 
differenziare in sense cardiogenetico le cellule staminali. E' noto infatti 
che I'acido retinoico in un sistema costituito da cellule pluripotenti murine 
PI 9 induce Invece differenziamento in sense neuronale (I\/1cBurney MW, 
et al. Nature. 1982;299:165-167) mentre non ha alcun effetto su cellule 
staminali umane (Xu C, et al. CIrc. Res. 2002, 91:501-508). 
Un effetto cardiogenetico 6 invece osservabile in vitro trattando con 
DMSO cellule pluripotenti murine, anche se I'efficienza dell'lntero 
procedimento e piuttosto bassa. 

In particolare la somministrazione di esteri polisaccaridici deiracido 
retinoico a cellule staminali in coltura d In grado di detenninare sla la 
trascrizione dl un profile di geni cardiogenetici (geni che precorrono o 
inducono la trascrizione del geni cardiospecifici) che del geni 
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cardiospecifici verl e propri. 

Gli effetti degli esteri deirinvenzlone si estendono a tutte te cellule 
stamlnall dl mammifero, preferibilmente dl derlvazlone embrionale, quali 
ad esempio le cellule H1, H7. H9. H9.1 e H9.2 descritte In Thomson JA. 
et al. Science, 1 998, 282:1 145-1 147 ed in Amit M, et al. Dev Biol.. 2000, 
227:271-278, oppure alie cellule stamlnall isolabill secondo metodi noti 
nell'arte. 

L'effetto degli esteri dell'lnvenzione d stato misurato In cellule staminali 
totipotent! murine preferibilmente GTR1 (Nagy A, et al. Proc Nati Acad 
Sci USA. 1993;90:8424-8428), selezionabili per un fenotipo miocardico 
medlante "gene trapping" (Klug MG, et al. J Clin Invest. 1996;98:216- 
224). La strategia del "gene trapping" rappreisenta tuttavia un approccio 
dl selezionamento fenotipico e non uno strumento per incrementare la 
resa del process© cardiogenetlco. Pertanto, l'effetto degli esteri 
deirinvenzlone si estende anche a cellule staminali non selezionabill 
attraverso "gene-trapping". II trattamento con gli esteri dell'acido retinoico 
induce la trascrizione dl geni coinvoiti nella cardiogenesl. In particolare 
aumentano if trascritto della prodlnorfina, quelle dell'omeodominio Nkx- 
2.5 (omologo al gene tinman dl Drosophila) fattore di trascrizione le cul 
mutazioni determinano cardiopatle congenite anche nell'uomo, del gene 
GATA-4, codiflcante per una proteina appartenente alia famiglia del 
fatten a "zinc-finger domain". Inoltre, aumenta anche la trascrizione di 
geni cardiospecifici, quail il gene della catena alfa della mioslna pesante 
e del gene della isoforma 2V della catena leggera della mioslna (MLC- 
2V). Quesfultlmo marcatore d particolannente importante perch6 
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identlfica il poslzionamento ventrlcolare dei miociti cardiaci nel corso 
della cardiogenesi. L'effetto osservato non e ascrivibile ad una sempiice 
stabllizzazlone del trascrltto, ma § Invece dovuto ad un aumento della 
velocita dl trascrlzione dl quest! genl. Pertanto, I'lnvenzione riguarda In 
un suo primo aspetto I'uso degll esterl laluronlcl dell'addo retlfioico per 
aumentare I'efficienza del procedimento di induzione dell'orientamento 
cardiogenetico In cellule staminall non differenziate, preferibilmente 
attraverso I'attlvazlone di genl cardiogenic!, qua!! la prodlnorfina, 
I'omeodominio Nkx-2.5 ed il GAT4, appartenente alia famlglla dei fattori 
a zinc-finger domain. 

In un secondo aspetto, I'lnvenzione riguarda I'uso degl! esterl iaiuronici 
dell'acido retinoico per aumentare la trascrlzione di genl cardlospecifici, 
quail ad esempio quell! codlficanti per proteine essenzlall nel process© 
della contrazione del muscolo cardlaco, quail la catena alfa della mioslna 
pesante e la catena leggera 2V della miosina (MLC-2V). 
Secondo un ulteriore aspetto, I'lnvenzione riguarda I'uso degll esterl 
iaiuronici deiracldo retinoico per aumentare I'efficienza del processo di 
Induzione del fenotipo miocardico nel suo complesso, caratterizzato 
dalla generazione, a partire da cellule . staminali, di cardiomiociti 
embrionali dotati di attivitS contrattlle spontanea. 
L'aumento deU'espresslone d! genl cardiogenetici e cardicspeclflcl 
Indotto dagll ester! retinoid dell'acido iaiuronico dimostra che tali 
sostanze sono in grade dl manlpolare un programma genico dl 
differenziamento cardlaco consentendo una possibile alternativa a 
tecniche dl terapla genica complesse e a volte rischlose. 
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Gil ester! dell'invenzlone sono particolarmente attlvi in un sistema In vitro 
dl cellule staminall totipotent! a concentrazioni preferibilmente comprese 
tra 0.01 e 5 mg/ml, ancor pICi preferibilmente comprese tra 0.5 e 2.0 
mg/ml. 

Gil esteri delta presente invenzione risultano quindl composti 
estremamente innovativi per la terapia cellulare di ricostruzione nel case 
dl infarto miocardico, dl cardiomiopatie ipertrofiche o dilatative 
determinate su. base congenita o acqulsita, clod dl tutte le patologle 
associate alia distruzione delle units contrattili cardiache: I cardiomiocltl. 
Tall cellule, Infatti sono quiescenti e, a differenza del miociti del muscolo 
scheletrico e di altri tipi cellulari quail cellule cutanee ed epatiche, non 
sono piD In grado di proliferare in risposta ad un danno tissutale. 
In un suo aspetto ulteriore, I'invenzione riguarda inoltre I'uso degli esteri 
dell'invenzione per la preparazione di fannaci per il trattamento e la 
prevenzione di danni del miocardio e nelle cardiopatle acute o 
congenite, in particolare per il trattamento dell'infarto del miocardio. 
In un suo ulteriore aspetto I'invenzione riguarda un procedimento per 
I'attivazlone del geni responsabili della cardiogenesi in cellule staminall 
dl mammifero, in particolare murine ed umane e quindl per la 
preparazione e I'isolamento di cellule staminall differenzlate In sense 
cardiogenetico. ii procedimento comprende essenzialmente una fase di 
incubazione delle cellule staminali in terreno dl coltura quale ad esempio 
il DMEM, preferibilmente in presenza di siero dove gli esteri sono 
aggiunti In quantity comprese tra 0.01 e 5 mg/ml, ancor pICi 
preferibilmente comprese tra 0.5 e 2.0 mg/ml. In questo contesto, T 
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incremento della resa del processo di cardiogenesi, valutato 
determinando il numero di colonie cellular! caratterizzate da attivlta 
contrattlle spontanea, e di almeno 3 volte rispetto alle cellule di controllo 
non trattate (Figura 5). II trattamento con esteri d segulto opzlonalmente 
da una fase di selezlohe dei cardlonnlocltl, preferibilmente mediante !' 
approccio di "gene-trapping" in cui il gene chimerico d costituito da! 
promotore di "alpha-myosin heavy chain" seguito da un gene in grade di 
indurre reslstenza a chemloterapici anche diversi dalla puromiclna, ad 
esempio la genetlcina o il G418. Inoltre, il gene chimerico usato per la 
selezione mediante gene trapping potrS essere stabilmente integrato nel 
genoma della linea cellulare staminale, come nel caso delle cellule 
GTR1, o potrS essere inserito nelle cellule staminall solo 
transientemente ad esempio mediante elettroporazione (Klug MG et ai J. 
Clin Invest 1996;98:216-224). In quesfultimo caso il costrutto chimerico 
non si integrer^i nel genoma cellulare ma sarS presente nel nucieo ove 
potr^ essere trascritto per periodi di tempo limitati, ma comunque 
sufficient! per dperare un processo selettivo fenotipico, Questa strategia 
di "gene trapping", pur non consentendo di generare una linea cellulare 
stabile ai fini del processo selettivo, h di notevole interesse in vista dl un 
eventuale approccio dl terapla cellulare del danno miocardico nell'uomo, 
in cui g auspicabile una permanenza ed una espressione limitata nel 
tempo dl un gene chimerico aH'intemo della cellule staminale. Gil ester! 
oggetto dell'invenzione sono utillzzati anche in combinazione con 
approcci selettivi diversi dal "gene trapping" qua!! I'isoiamento 
meccanico, ad esempio mediante pipetta Pasteur delle colonie di 
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cardiomfociti spontaneamente contrattlll. 

L'efficlenza del processo cardlogenetico nel suo complesso d misurata, 
al termlne della selezione. preferibllmente come incremento percentuale 
del numero di colonie dl cardiomlociti dotati di attivlta contrattile 
spontanea, rispetto al n" dl colonle comparse nel non-trattatl.. 
Le cellule differenziate secondo I'lnvenzlone. ed ulteriormente 
selezionate sono quindl del cardiomlociti embrionall capaci dl contrarsi e 
non elementl lndlfferenzlati come nel caso del tentatlvl finora effettuati. I 
cardiomlociti ottenuti secondo quanto descrltto neir Invenzlone sono 
quindl di utility nella terapia cellulare dl pazlenti con infarto miocardico o 
con scompenso cardlaco dovuto a patologie acqulslte (post-infartuale, 
Ischemico, associate a danni valvolarl) o determinate su base genetica 
(cardlomiopatie Ipertrofiche o dilatatlve). 

L'invenzlone si estende Inoltre all'uso delle cellule Isolate, differenziate 
secondo I'lnvenzione. per la messa a punto del sistemi dl selezione In 
vitro di farmaci per la modulazione della cardiogenesl. preferibllmente 
per la modulazione di almeno uno del seguentl geni: GATA, 
preferibilmente GATA-4, NKX-2.5. catena alfa della mioslna pesante. 
catena leggera della mioslna, prodlnorfina, d-HAND, MEF e geni dl 
canall ionici cardlaci. • 

Altemativamente, 11 procedimento dl differenzlamento secondo 
I'invenzione pu6 essere utilizzato per la selezione di mplecole 
fannacologlcamente attlve nel modulare lo svlluppo o i'attlvltS cardlaca o 
I process! di riparazione del tessuto cardlaco. In questi saggi le cellule 
staminall sono preferibilmente scelte tra: cellule P19. cellule D3. cellule 
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R1, cellule GTR1, cellule H1, H7, H9, H9.1 e H9.2 descritte In Thomson 
JA, et al. Sc/ence, 1998. 282:1145-1147 ed in Amit M, et al Dev Biol., 
2000, 227:271-278, cellule staminali Isolabili secondo metodi noti 
neii'arte. 

Gli esteri della presente invenzione sono agenti cardiogenetici per le 
cellule staminali e sono quindi utillzzabili per la riparazione del danno 
miocardico con cellule staminali autologlie o eterologhe. La presente 
invenzione quindi comprende un procedimento per indurre II 
differenziamento cardlogenetico ex-v/Vo in cellule staminali autologhe o 
eterologhe per la riparazione del tessuto cardiaco neillnfarto miocardico 
o nello scompenso cardiaco dovuto a patologie acquisite (post- 
infartuale, ischemico, associate a danni valvolari) o determinatie su base, 
genetica (cardiomiopatie ipertrofiche o dilatative), comprendente 11 
trattamento delle cellule staminali autologhe o eterologhe con gli esteri 
della presente invenzione in ten^eno dl coltura adatto, opzionalmente la 
selezione dei cardiomiociti contrattili ed il successivo re-impianto del 
cardiomiociti in vivo. 

La presente Invenzione comprende quindi un metodo terapeutico per il 
trattamento dello scompenso cardiaco dovuto a patologie acquisite 
(post-infartuale, ischemico, associato a danni valvolari) o su base 
genetica (cardiomiopatie ipertrofiche o dilatative), o dell'infarto del 
miocardio, che comprende Tisolamento dl cellule staminali 
preferibllmente autologhe, il trattamento di tali cellule con gli esteri 
retindlcf deiracido iaiuronico, opzionalmente la selezione dl cellule 
* staminali dlffenziate, ed il successive re-impianto dei cardiomiociti 
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difTerenziati nel paziente. 

La soprawivenza dl cellule differenziate in vitro o ex vivo in cardlomfociti 
embrlonall contrattili h superiore a quella ottenuta negli attuall studi 
precllnlcl che utillzzano cellule indifferenziate. Inoltre, a causa delle loro 
caratterlstlche embrionall, I cardiomiociti traplantati possledono ancora 
attivita proliferatlva e possono teorlcamente formare una massa 
miocardica considerevole prima dl differenzlarsi ulteriormente In cellule 
adulte ed entrare In una fase stabile dl quiescenza proliferative. 
II risultato ottenuto con gll esteri della presente invenzione rappresenta 
quindl un risultato estremamente Importante poichS viene aumentata 
Tefficienza dl un procedimento di attivazione dl un numero ristretto dl 
fattorl dl trascrlzione tessuto-specifici, che porta ad orchestrare proflll 
multipli di espressione genica, finalizzandoli alia specificazlone intra- e 
sovra-cellulare dell' arciiltettura miocardica ed aumentando I'intera resa 
del procedimento di cardiogenesi finalizzata alia riproduzlone In vitro 
dell'architettura miocardica, di almeno due volte rispetto a cellule non 
trattate. 

Dato I'effetto dl coordlnazione degll event! prellminari e degli eventi 
specifici del differenziamento cardiaco ottenuto con gll esteri della 
presente Invenzione, I'uso degli esteri dell'lnvenzione si. estende quindl 
alia preparazione di cardiomiociti in vitro. 
PARTE SPERIIMENTALE 
METODI 

Analisi dell' espressione oenica. L' RNA totale d state estratlo da cellule 
stamlnall come descrltto da Ventura et al. (Ventura C et al. J Biol Chem. 

18 



3852PTIT Notarbartolo & GervasI S.pJ\. 

1997;272:6685-6692). I livelli dl specifici mRNA sono stati analizzati 
mediante "RNase protection", utiiizzando sonde dl cRNA (mRNA 
antisenso) radiomarcate con [32p]CTP speclfiche per clascun trascrltto 
dl interesse, secondo un protocoilo precedentemente descritto (Ventura 
C. et al. J Biol Chem. 1997;272:6685-6692). In breve, frammenti degll 
esoni principall del geni GATA-4 (292 bp), Nkx-2.5 (414 bp) e 
prodlnorflna (424 bp) sono statI Inseriti nel vettore pCRII-TOPO 
(Invitrogen). La trascrizione del vettore linearizzato con >Apal, BamHI, or 
Xbal generava, rlspettivamente, filamentl dl mRNA senso della 
prodinorfina, dl GATA-4, o dl Nkx-2.5. La trascrizione In presenza dl 
[32p]CTP del plasmide linearizzato con BamH\ produceva filamentl dl 
mRNA antisenso della prodinorfina e dl Nkx-2.5, mentre la trascrizione 
del vettore in presenza di Xba\ generava un filamento di mRNA 
antisenso dl GATA-4. In alcuni esperlmenti 1* anallsl dell' espresslone di 
mRNA 6 stata condotta mediante RT-PCR, come descritto in (Ventura 
C, !\/laioll M. arc Res. 2000;87:189-194). 

Studio della trascrizione oenica. La velocity dl trascrizione genica 6 stata 
analizzata in nuclei isoiati mediante un approccio dl "in vitro nuclear run- 
off transcription", precedentemente descritto (Ventura C, J Biol Chem. 
1997;272:6685-6692.; Ventura C. et al. J Biol Chem. 1998;273:13383- 
13386.). In sintesi, i nuclei sono statI risospesi In un tampone contenente 
50 mmoI/L Tris/HCI. pH 8.0, 5 mmol/L MgCl2, 0.1 mmol/L EDTA, 40% 
glycerol, 0.1 mmol/L dithiothreitol, 0.5 mmol/L 
phenylmethylsulfonylfluoride, 1 pmol/L leupeptin, e 10 mmol/L p- 
mercaptoethanol. Alia sospensione nucleare (90 pi) sono statI aggiunti 
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100 pi di 2 X reaction buffer (10 mmolA. Tris/HCI, pH 7.5, 5 mmoI/L 
MgCl2, 0.3 mol/L KCI, 5 mmoI/L dithiothreitol, 1 mmol/L di ATP, GTP, e 
OTP), e 5 Ml di [a-32p]UTP (3000 Ci/mmol). E' state quindi condotta un' 
Incubazione a temperatura ambiente per 15 min. La reazione d stata 
arrestata digerendo il DNA in presenza di RNase-free DNase. L' RNA 
nucleare d stato isolate come, descritto in Ventura C et al. J Biol Chem. 
1997:272:6685-6692. Circa 5 x 106 cpm di RNA nucleare marcato con 
32p sono stati ibrldizzati per 12 ore a 55 "C In presenza di sonde fredde 
(non radioattive) dl mRNA antisenso di GATA-4, Nkx-2.5 o prodlnorfina, 
generate come sopra descritto in assenza di ribonucleotidi radiomarcati. 
I campioni sono stati quindl Incubati con una miscela di RNase A e T1 
ed esposti a proteinasi K. I frammenti ibridi sono stati recuperati 
mediante estrazione fenolo/cloroformio e separati con elettroforesi su gel 
di poliacrilamide non denaturante. L' RNA nucleare radiomarcato 6 stato 
anche ibridizzato con mRNA antisenso della ciclofilina sintetizzato da un 
vettore pBS linearizzato con Nco\ e contenente un frammento di 270 bp 
del clone plB15 della ciclofilina di ratto. U mRNA della ciclofilina e stato 
utilizzato come mRNA costante di controllo. 

Esempio 1. Induzione dl trascrltti cardiogenetici e cardiospeclfici in 
cellule staminali GTR1 trattate con esterl deiracldo faluronlco. 

In questi studi furono utilizzate cellule staminali GTR1. Si tratta di una 
linea derivata da cellule totlpotenti murine R1 (Nagy A, et al. Proc Natl 
Acad Sci USA. 1993;90:8424-8428). contenenti un gene chimerico 
costitulto dal promotore dl "alpha-myosin heavy chain" seguito da un 
gene in grado di indurre reslstenza alia puromicina (Ventura C. et al. J 
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Biol. Chem. 1997;272:6685-6692). 11 promotore per un gene 
cardiospecifico • (es. "alpha-myosin heavy chain") "guida" un gene 
codlficante per una proteina In grade dl conferire reslstenza cellulare ad 
uno specifico chemioteraplco. Le cellule possono essere mantenute In 
uno state indifferenziato in presenza dl "Leukemia Inhibitory Factor 
(LIF)". La sostanza era presente ad una concentrazione finale dl 1000 
U/ml. II medium dl coltura era DMEM, contenente siero fetale bovino 
(FBS) al 15%. Per Indurre 11 differenziamento, d necessario rimuovere 11 
LIF. Le cellule sono state cosi coltlvate, senza LIF, in DMEM contenente 
FBS al 15% su piastre Petri per coltura batteries. Dope 2 giomi I 
risultanti corpi embriodi (EEs) sono stati trasferiti in piastre in grado dl 
indurre I'adesione cellulare ("tissue colture dishes"). Dopo 3-5 glorni, alia 
comparsa delle prime contrazioni ceilulari, segno dell' inizio dell* 
orientamento cardlogenetico dl una parte delle cellule in coltura, viene 
aggiunta la puromicina alia concentrazione finale dl 2 pg/ml. Le cellule 
orientate verso la cardiogenesi oltre al promotore native attiveranno 
anche quello del gene chlmerico e, risultando reslstenti al 
chemioteraplco, potranno essere separate dalle restanti cellule "non 
miocardiche". In questo modo 6 possibile selezionare medlante un 
approccio Innovative dl "gene trapping" le sole cellule che hanno 
Intrapreso un processo dl cardiogenesi. 

Dopo la rimozione del LIF e durante la selezione con puromicina, le 
cellule GTR1 furono esposte al diversi esteri retinoid deiracldo 
iaiuronico. Gli EEs, raccoiti in diverse fasi del processo cardlogenetico, 
ed I cardiomiociti selezlonati con puromicina, sono statI processati per I* 
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analisf di speciflcl profili di espressione genica correlati all'induzione 
della cardiogenesi o all'awenuta speciflcazione di un fenotipo 
miocardico. Fu Infine quantlficato il numero dl colonie contrattili come 
indlcatore della resa del processo di dlfferenziamento cardiaco. 
La figura 1 mostra un' analisi quantltativa condotta mediante "RNase 
protection" dell' espressione dl alcuni geni induttori di cardiogenesi in 
cellule GTR1 trattate in .assenza e In presenza dl esteri retinofcl 
dell'acido laluronico dope la rimozlone del LIF. E' evidente come sla nei 
corpi embrioidi raccoltl 5 glorni dopo la rimozlone del LIF, sla nel 
cardlomlocltl selezlonati con puromlcina, gli esteri retinoid dell'acido 
iaiuronico fossero in grade di indurre un aumento rimarchevole del livelll 
dl mRNA di GATA-4 ed Nkx-2.5. II primo di tali trascrittl codlfica per un 
fattore dl trascrizione della famiglia delle "zinc fingers", mentre 11 
secondo Induce 1* espressione dl un "homeodomain". Entrambi I fattori di 
trascrizione svolgono un ruolo cmciale nel differenzlamento cardiaco 
durante il periodo embrionale in diverse specie animali. uomo incluso 
(Lints TJ, et al. Development, 1993;119:419-431. Scliott JJ et al. 
Science. 1998;281:108-111. Benson DW, J Clin Invest 1 999;1 04:1 567- 
1673), Inoltre, mutazloni a livello di tall geni sono state recentemente 
associate alia comparsa di gravl anomalie dello svlluppo cardiaco non 
compatibili con la soprawlvenza nel periodo neonatale (Schott JJ, et al 
Science. 1998;281:108-111. Benson DW, et aL J Clin Invest. 
1999;104:1567-1573). La figura 1 mostra come la sostanza in oggetto 
producesse anche un marcato aumento dell' espressione del gene della 
prodlnorfina, i cul prodotti peptldici sono risultati in grado dl innescare e 
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orchestrare la stessa espressione dei geni GATA-4 ed Nkx-2.5 in cellule 
staminall (Ventura C, Maioll M. Circ Res. 2000;87:189-194). SImlli 
risultati sono stall prodotti dagll altri HRE (HRE-15 ed HRE-16). Inoltre 
tutti gll HRE testati hanno prodptto un note vole aumento deir 
espressione di trascritti cardiospecifici codificanti per "alpha-myosin 
lieavy chain" (IVIHC) e per "myosin light chain-2V" (MLC) (figure 2). 
Nessun camblamento significatiyo deir espressione del geni GATA-4 ed 
NKx-2-5 e state esponendo le cellule GTR1 ad acido iaiuronico (0.75 
mg/ml). 

Esempio 2. Misura delta velocitik di trascrizione dei geni 
cardlospeciffcl in cellule staminali. 

EsperimentI di "nuclear run-off' condotti su nuclei Isolati da cellule 
trattate con esteri retinoid deli'acido iaiuronico hanno dimostrato che gli 
effetti prodotti suir espressione dei geni GATA-4 ed Nkx-2.5 (figura 3) e 
suir espressione del gene della prodlnorfina (figura 4) erano riconduciblli 
ad un effettivo aumento della velocita di trascrizione genica, escludendo 
cost un mero effetto della sostanza a livello di stability deir mRNA. Gli 
effetti prodotti dagli esteri retinoid deli'acido iaiuronico sull' espressione 
di geni cardiogenetici e cardiospecifici sono stati antagonizzati daiia 
presenza nel terreno di coltura di cheleritrina, specifico Inibitore della 
protein l<inasi C (PKC) (figure 2-4). Questo risultato suggerisce ii 
colnvolgimento di una via di trasduzione del segnale PKC-dipendente 
neir effetto cardiogenetico prodotto dalle sostanze oggetto dl studio. 
Esempio 3. Analisl comparativa dei procedimento cardiogenetico 
nel suo complesso. 
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La figura 5 mostra un'analisi comparativa della resa del processo 
cardiogenetico in cellule GTR1 coltivate In assenza ed In presenza di 
esterl retinoid dell'acldo laluronico. Le cellule furono coltivate in assenza 
(cerchio vuoto) o In presenza (cerchio pieno) dl esteri retinoid dell'acldo 
iaiuronico (0.75 mg/ml) per un periodo complessivo dl 10 glomi. II 
numero di colonie di cardiomiociti caratterizzate da attivit§ contrattlle 
spontanea § stato considerate come indice della speciflcazlone dl un. 
fenotlpo miocardico embrlonale. 

E' evidente come gll esteri retinoici dell'acido iaiuronico slano In grado dl 
produn-e un marcato aumento del numero dl. colonie di cardiomiociti 
dotati di attivit^ contrattile, indicazione fenotipica dl avvenuta 
cardiogenesi. 

Esempio 4. Trattamento di cellule staminali totipotenti con esteri 
misti deiracldo retlnoico. 

In una serie separata dl esperimenti, le cellule GTR1 sono state esposte 
air azione dl esteri misti dell' acido retlnoico con acido iaiuronico e 
butin-ato (0.75 mg/ml). Dopo 8 giomi fli possibile osservare un 
significativo aumento delle colonie contrattlli in segulto a trattamento con 
tall sostanze non solo rispetto- a quanto osservato nolle piastre dl 
controllo non trattate ma anche rispetto alle piastre trattate con I singoll 
esteri retinoato-ialuronato (Figura 5). QuestI effetti erano accompagnati 
dair attivazione dl un programma dl geni cardlogenetlcl comprendente 1' 
induzione del geni GATA-4 ed Nkx-2.5 e un aumento dell' espressione 
del gene della prodinorflna. . 

In concluslone, I risultati ottenuti dimostrano che gll esteri retinoid 
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deiracido iaiuronico e gli esteri misti dell' acido retinoico con iaiuronato e 
butlrrato si comportano come potent! agenti morfogenetici in grade di 
indurre e orchestrare II processo della cardiogenesi in cellule embrionali 
staminali totipotent!. 
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RIVENDICAZIONI 

1. Uso dl esteri laluronlci deiracido retinolco come agenti 
prodifferenzianti di cellule staminalL 

2. Uso secondo la rivendicazione 1 dove tall esteri sono caratterizzati 
da un grado dl sostituzlone con acldo retinoico compreso tra 
0.00001 e 0.5 o ancor piu preferibilmente tra 0.001 e 0.1. 

3. Uso secondo la rivendicazione 1 dove tall esteri sono esteri mist! 
deiracido iaiuronico con gll acido retinoico butirrico. 

4. Uso secondo la rivendicazione 3 dove tali esteri misti sono 
caratterizzati da un grado dl sostituzlone con acido butirrico 
compreso tra 0,05 e 1 .0, un grado dl sostituzlone con acido retinoico 
compreso tra 0.002 e 0.1 ed un rapporto tra il grado di sostituzlone 
con acido butirrico e quelle con acido retinoico (Ds AR/Ds AcBu) di 
almeno 6. 

5. Uso secondo la rivendicazione 1 dove tali cellule staminall sono di 
mammifero. 

6. Uso secondo la rivendicazione 5 dove tall mammiferi sono sceltl tra: 
H. sapiens, primati, primati superiori, roditori, suini, bovinl. 

7. Uso secondo le rivendicazioni 1-6 dove tall cellule staminall sono di 
derivazione embrionale o sornatica 

8. Uso dl esteri polisaccaridicl deiracido retinoico per la preparazione dl 
farmaci prodifferenzianti di cellule staminall. 

'9. Uso secondo la rivendicazione 8 per la preparazione di farmaci 

prodifferenzianti in sense cardiogenetlco. 
10. Uso secondo la rivendicazione 9 nella preparazione di farmaci per il 
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trattamento e la prevenzlone di danni del miocardio e nelle 
cardiopatie 

11. Uso secondo la rivendicazione 10 dove il danno del miocardio e 
infarto del miocardio. 

12. Procedlmento per la preparazione di cardiomlociti in vitro che 
comprende essenzialmente una fase di incubazione di cellule 
staminali con esteri retinoid dell'acido iaiuronico ed opzionalmente 
selezione delle unita contrattili comprendenti detti cardiomlociti, 

13. Procedlmento secondo la rivendicazione 12 dove tali esteri retinoid 
sono caratterizzati da un grade di sostituzione dell'acido iaiuronico 
con acido retinoico compreso tra 0.00001 e 0.5. 

14. Procedlmento secondo la rivendicazione 12 dove tali esteri retinoid 
sono esteri misti deH'acido iaiuronico con gli acido retinoico butirrico. 

15. Procedimento secondo la rivendicazione 14 dove tali esteri mistI 
sono caratterizzati da un grade di sostituzione con acido butirrico 
compreso tra 0.05 e 1 .0, un grade di sostituzione con acido retinoico 
compreso tra 0.002 e 0.1 ed un rapporto tra ii grade di sostituzione 
con acido butirrico e quelle con acido retinoico (Ds AIR/Ds AcBu) di 
almeno 6. 

16. Procedimento secondo la rivendicazione 12 dove le cellule staminali 
sono autologhe o eterologhe 

17. Procedimento secondo la rivendicazione 16 dove la selezione 
awiene mediante "gene-trapping". 

18. Procedimento secondo la rivendicazione 16 dove dette cellule 
staminali sono scelte tra: P19, cellule D3, cellule R1, cellule GTR1. 
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19. Procedimento per la selezione di nuove molecole con attivita di 
modulazione della cardiogenesi comprendente il procedimento in 
accordo con le rivendicazioni 12-18 ed opzionalmente un passaggio 
di ottlmizzazione delle molecole seiezionate. 

20. Procedimento per lai preparazione di un modello cellulare /n vitro per 
11 differenziamento cardiogenetico di cellule staminali, comprendente 
essenzialmente una fase di incut)azione di dette cellule staminali 
con esteri retinoid deiracido iaiuronico da soli o in combinazione con 
altre sostanze, in opportune terreno di crescita. 

21. Procedimento secondo la rivendicazione 20 dove tali esteri retinoici 
sono caratterizzati da un grade di sostituzione dell'acido iaiuronico 
con acido retinoico compreso tra 0.00001 e 0.5. 

22. Procedimento secondo la rivendicazione 20 dove tali esteri retinoici 
sono esteri misti dell'acido iaiuronico con gif acldo retinoico butirrico. 

23. Procedimento secondo la rivendicazione 22 dove tali esteri mistI 
sono caratterizzati da un grade di sostituzione con acido butirrico 
compreso tra 0.05 e 1 .0, un grado di sostituzione con acido retinoico 
compreso tra 0.002 e 0.1 ed un rapporto tra il grado di sostituzione 
con acido butirrico e quelle con acido retinoico (Ds AR/Ds AcBu) di 
almeno 6. 

24. Procedimento secondo la rivendicazione 20 dove dette cellule 
staminali sono scelte tra cellule: PI 9, D3, R1, GTR1, H1, H7, H9, 
H9.1 e H9.2 

25. Procedimento secondo la rivendicazione 20 dove taie incubazione § 
seguita da un passaggio di selezione delle unit^ contrattlll 
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comprendenti cellule differenziate In cardlomlocltl. 
(SM/pd) 

Milano, li 14 Gennaio 2003 

p. COIMEX s.c.r.l. UNITED COMPANIES 
II Mandatarb 




NOTARBAR 




'OLO & GERVASI S.p.A. 




29 



MOTARBAI^^^^V^I S.pA 





EBs 




— 300 bp 

— 300 bp 



EBs 




— 400 bp 



— 300 bp 




3 



0 00 Q 4a 





0 6 7 8 9 10 



Fig. 5 



^1 2003A 0 00 0 43 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 
^^PJblack borders 

^k^image cut off at top, bottom or stoes 
j2(faded text or drawing 

□ blurred or illegible text or drawing 

□ skewed/slanted images 

^^i^color or black and white photographs 

□ gray scale documents 

□ lines or marks on original document 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



